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論文内容要旨
 Tryptoph乱n代謝産物のindole-3-ace“cacid〔IAA)は,一般に動物体内にお
 いては疾病時に増加するとされているが,動物細胞に対する影響については,ほとんど研究きれて
 いない。
 今回,1へAが赤血球を膨化させる事が観察されたので,1氏Aの赤血球膜に対する影響並びに
 IAAによる赤血球膨化機構について研究を行った。
 第1章ではinviむroにおいて,溶血に先立って生ずる赤血球の体積増加を指標に,膜に対す
 する各種化合物,特に1八Aの作用,及び他の化合物による1麟の作用抑制について検討した。、
 1AAおよび類縁化合物のラット赤血球体積に及ぼす影警は次のごとくであった。すなわち,1八A
 は0.5mM～10mMの濃度で,na夏」hthaleneacetic翫cidは2mM～10mMで赤ゴ且球の
 体積増加作用を示した。また5血Mのindolebutyricacid(工BA)によっても赤血球の体
 積増加作用を認めたが,その作用はIAAよりも弱く,indolecarboxyilc&cid〔ICA)
 およびindolepropionicacid(IPA)には作用を殆んど認めなかった。
 次に,血球中のreducedgiutaLhione等SH化合物は,低浸透圧下における赤血球の膨
 化崩壊を防いでいると考えられているので,SH阻害剤のmonoiodoaceticacid(5×
 10』3M)による体積増加作用を諮べたが,SH化合物の作用を抑制しても,赤血球の膨化は認めら
 れなかった。
 IAAと構造類似化合物である5-hydroxyむryptami・博(5-HT・8erdonine)
 は,ラットの血液正常成分として0.36mM含まれているが、今回10}4～10-2Mの範囲内でその
 作用を検討したところ,赤血球体積に変化を与えなかった。
 また,5-hyfiroxyindoieaceticacid(5HIA八)は,5×10-3M～10一2Mの
 範囲内では,むしろ体積を海少きせる作用を示した。
 他方,IA八による赤血球体積増加作用は,低張NaCl液による溶血を更に強める働らきを示し
 た点から,赤血球の体積増加は赤血球膜破壊につながる前過程と考えられ,赤巾1球膜の透過性また
 は伸長性等,膜質に変化を与えるごとく考えられた。
 更にIAAの赤血球体積増加作用に影響を及ぼす化合物として,5HIAAはIA八の作用に対し混
 合型阻害愈5-H「rは拮抗型阻害を示す申を明らかにした。
 また,上述の赤血球膨化抑制効果が知られているreducedglut麟hione,保存血に機
 能保存剤として添加するhlOsine,及びATP利用系(ATPase)と関連してadenOsine
 nucleotidesの影響を検討したところ,ATP,ADPおよびAMPは,いずれも1八Aによる
 sweuingに対して反って抑制を示した。ただし,ADPおよびAMPにくらべ,へTPの抑制作
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 用は軽微であった。
 IAAによる赤血球膨化と赤血球内ATP消費とは,平行膜係が認められることが次章でのべられ
 ているが,本章では外から与えた八TPは弱いながら,〈・DP及びAMPと同様に,膨化に対して抑
 制効果を示すことが御寮きれた。これは外部から供給されたATPが、ADP,AMPに分解され,
 生じた過剰のADP,幅1PはATP分解系に対するfeedb掩ck抑制を示す結果となったかも知
 れないと解される。
 第2章においては,IA八による赤血球体積増加f乍用が,物質の主tctiveな吸収に由来するも
 のカ)どうかを検討した。
 エネルギー補給のため,終濃度6.67.×10-3M(120昭/4)となる様に,giucoseを添加し
 たところ5mMのIAへの存在によりglucoseの消費が約50%促進され・ATP量が約23%低
 下した結果が得られた。
 一方,NaF〔2×10-2M〕は,gluco8eの消費とへTPレベルの両者を抑制した。Glu-
 coseを添加しない場合,5mMIAAによってglucoseは約93.9%低"ドが認められた。これ
 らの事実から,IAAによる赤血球の体積増加は,glucoseの消費及びATPレベルの低下を伴
 うことが認められた。
 そこで、他のiI、doLc誘導体のglucose消費に対する影響について,もし郎ucose消費
 の促進が認められればそれが解糖系代謝の促進によるものかどうかを,1actate生成量より
 推i測した。
 その結果,1へAとhldolelナropionictlcld(IPA)は,ラット赤血球に対してgluc-
 oseの消費を同程度促進したにもかかわらず,IAへはswelHngを起し、IPAはswell-
 1ngを起さないという作用の差がind{)le誘導体間に認められた。
 またin{lolel)utyricacld(IRA)とiadolec乱rboxylicacId(IC八)はわず
 かにswellhlgを起すにもかかわらず,特にICAは1八Aと同程度にglUCoseの消費を促進
 した。
 このg!ucose消費の促進が,赤血球の解糖系代謝の促進を示すものである事は,IAA存在下
 にgLucoseの渤少量がほぼiactaもeの生成に見合っていたこと,1AA存在下におけるほど
 lac悔しe生成量が多くなかったIPA,m八及びICA存在下では,赤血球のswelihlgを
 誘起しなかったことは,解糖系によるenergy産生が関与するかも知れないことを示唆する。
 しかし,赤lllL球内ATPレベルの減少は,1ヘヘのほか1Pへ,IBへおよびIGA.の存在によって
 も認められ,これらはいずれもglucoseの消費とほぼ平行していた。これらの事から,[A八
 による赤血球の体積増加は,glucoseの消費増加と平行関係にあるが・生じたenergyが
 sweilingないし下記のイオン輸送に有効に役立てられたものか・あるいは単なる平行現象で
 あるかは,これらの結果のみでは,早計に結論出来ないように思われる。
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1 NaイオンおよびKイオン輸送の面より眺めると,IAAはKイオンならびにNaイオンの細胞内
 流出入を促進し,Kイオンは流入したqn且ux)Naイオン量に比し・少ない流出(efflux)
 を示していたn
 この実験結果から,IAAによる赤血球膜の不可逆的変化に伴うNaイオンの濃度勾配に縺った流
 入促進が,赤血球膨化の主な要因であると解される。Kイオンの流出は,この増加Naイオン流入
 による電気的中性を保つために生ずるものと解するには、Kイオンの流出が少量である。
 しかし,Kイオンの流出も若干促進きれているのでClイオン等乱nionの流入による電荷の
 compensationが考えられるが,Kイオンの流出によるcompens乱tionも一部役割を果
 しているかも知れない。
 以上を要約すると,IAAによる赤血球膨化は,解糖系の促進と平行関係にあるが,その膨化作
 用と解糖系促進との段違については,今回の実験では断定されなかった。Naイオンの流入促進に
 伴う水の流入にもとずくものと説明出来るかも知れない。
 第3章においては,IAAによる赤血球の体積増加と能動輸送系,特にNa-Kpumpとの関連
 を検討した。
 IA'～は赤血球NrK一'～TPase活性に影響を与え,Na-Kpumpにもある程度影響するもの
 と考えられた。しかしMg-ATPase活性には殆んど影響を与えなかった。また1献の添加によ
 り,赤仔n球浮遊液中のPi濃度は有意に上昇したが,Porg濃度は,有意的には認められなかった
 が,減少的傾向を示した。Piの増加はNa-K-ATPase活性促進によるPiの増加とも解される。
 なお,赤血球およびghosLのphospholipidレベルヘの影響は認められなかった事から,
 11、Aによるphospho員pidの量的変化「膜組成の分解)に由来する透過性増加の可能性はな
 いものと考えられた。
 一方,rese温edghos七内からIAAを作用きせると,medium(外液)中からghost
 内へのKイオンの流入とNaイオンの流出が促進きれ,resealedghOst外からIAAを作用
 させると・reseaiedghost内からのKイオン,Naイオンの流出が抑制きれ・外液から
 ghos七内へのKイオン、Naイオンの流入が促進された。
 これらの結果は、IAAをもし赤血球内から作用きせると,赤血球内の高Kイオン,低Naイオン
 と言う本来の維持機構に対し,促進的影縛を与える事を示し,外側から作用きせた場合との相異を
 示した。
 この事は,酵素の存在部位をも含む膜の内外による構造上の相違に由来するものと思われる。
 S七aros,J,V,等(1974)も指摘しているごとく,赤血球を溶血きせ、c"opla・一
 smicresidueとイオン組成液でresealedさせたとき,intactの赤血球membra-
 neのcomponen七の再構成はinside-h」のresealedghosしと考えられるが・もと
 の状態と種々の点で変化している事を考慮しなければならない。
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「 可逆溶血球〔resealedgh(」st)での1価陽オンの能動輸.送において、Naイオンの能動
 的排出だけが記載されている報告が多いのに反し,本実験では外液中のIAAによって,逆にK及び
 N乱の流入促進が認められた。これらの点は,IAAが赤血球の膜透過に及ぼす特性と考えられた。
 第4章においては,工AAによる赤血球の体積増加とv乱1inomycin(VM)の作用を検討し
 た。
 Tos短son,D.C.等q967)は,ヒツジ赤血球を実験材料として,VMのKイオンある
 いはNaイオンの挙動に対する作用を検討し,VMがKイオンを特異的に移動させる事を報告して
 いる。
 しかし、その時の赤血球の体積変化については,全く触れていない。そこでVMがイオンの移動
 と共に赤血球体積にどの様な影響を与えるのか,またIAAによる赤血球の体積およびイオンの移
 動の変化にどの様に作用するか検討した。
 その結果,5×10一9～10-4MVMは赤血球体積を著しく滋少きせたが,それに伴って赤1血球
 内Kを著しく流出させた。しかしNaイオン流出に対しては・Kイオンよりも少ない影響であった。
 またIAAの5mMによる赤血球体積増加は,10-7M以上のVMによって抑制され,IAAによる
 Naイオンの赤豆n域内への流入は,10-6MのVMにより有意に抑制された。一方IAAはVMによ
 る赤血球内Kイオンの流出には,有意な影響を与えなかった。
 すなわち,IAAの赤血球膨化並びにイオン輸送に及ぼす工AAの促進的影響は,Kイオンを直接
 捕足することによるVMの体積揃少作用には打ち勝ち得ない事を示した。
 以一ヒの様に,{AAは植物細胞のみならず,動物細胞に対しても影響を与え,特に赤血球の透過
 性に対して作用することが,本研究により明らかとなった。
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 論文審査の結果の要旨
 植物生長ホルモンとして広く植物細胞に対し,その作用が認められているインドール酢酸(IAA)
 は,元来動物の尿から発見されたものであるが,動物細胞に対する作用については殆んど研究され
 ていない。著者は赤血球の膨化`浸透的体積増加)に対する各種物質の作用を研究するうちに,I
 AAが赤血球の不可逆的膨化をおこし,溶血しゃすくなることを見出し,その作用機作について以
 下の如き研究を行った。
 合成植物ホルモンであるナフタレン酢酸には同様の作用があるが,工AAと構造類似の物質,イ
 ンドール酪酸,インドールカルボン酸,インドールプロピオン酸,トリプトファンにはその作用が
 殆んど認められなかった。
 IAAは赤血球の解糖系代謝促進によるグルコース消費量を上昇きせ,ATP量を低下きせた。と
 ころが,インドール酪酸,インドールカルボン酸,インドールプロピオン酸もほぼ同様の作用を示
 した。このことは,ここの開られたIAAの作用は赤血球膨化と関連した現象でないことを示して
 いる。
 王AAは比較的すみやかに赤血球内に取り込まれ,体積増加に応じてNバの流入と、K+の洗出
 を促進した。低張液で溶血破壊させ単離した赤血球膜`ゴースト)に対しIAAはそのNa-K-AT
 TP&se活性を促進し,赤血球浮遊液において工AAが無機燐酸濃度を上げる現象と平行関係がみ
 られた。
 ゴーストを再び封じた膜球にするとき王AAを内部に入れ,ゴースト膜のK+とNa+の流出入に
 対する膜内外におけるIAAの効果を詳細に研究した結果,IAAは濃度勾配によるイオンの透過性
 を増大すると同時に、能動的イオン輸送をも促進するらしいことが分つた。
 K+のイオノフオァであるパリノマイシンは低濃度で赤血球体積を著しく減少させる。そして、
 IAAによる膨化を10-7Mで抑制した。
 以上の実験結果からIAAは不可逆的に赤血球膜の構造をかえ,受動的なイオン透過性の増大を
 通じて膨化,すなわち体積増加をおこすと結論することができる。
 この研究はインドール酢酸の細胞に対する作用機作の究明に貢献しており,著者が自立して研究
 活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有していることを示している。よって,団野保提出の
 論文は理学博士の学位論文として合格と認める。
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